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Аннотация 
Изучена динамика осморегуляторных реакций эритроцитов в нагрузочных тестах in vitro. 
Установлено, что в эритроцитах лягушек отсутствует зависимость между жесткостью 
клетки и интенсивностью использования ею мембранного резерва в механизмах регуляции 
объема. Увеличение жесткости клетки под влиянием адреналина сопровождается 
использованием ею около 19% мембранного резерва в тестах с осмотической нагрузкой. 
Снижение жесткости эритроцитов под влиянием кальциевой нагрузки сопровождается 
уменьшением объема клетки в гипотонической среде, при этом клетка не участвует в 
процессах регуляции объема, а ядро задействует ≈29% резервных структур  
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мембранный резерв; цитоархитектоника эритроцитов. 
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Abstract 
The authors studied the dynamics of osmoregulatory reactions of erythrocytes in load tests in 
vitro. It was found that frogs’ erythrocytes have no dependence between the stiffness of cell and 
its intensity of utilizing the membrane reserve in the mechanisms of volume regulation. The 
increase of stiffness under the influence of adrenaline was accompanied by the use of about 19% 
of membrane reserve by the cell in tests of osmotic load. The decrease of stiffness of erythrocytes 
under the influence of calcium load was accompanied by reduction of volume of the cell in 
hypotonic medium, and the cell did not participate in the process of volume regulation, however 
the nucleus used about 29% of reserve structures. 
Key words: erythrocytes; adrenaline load; calcium load; membrane reserve; relief of surface. 
 
Регуляция объема клеток представляет собой 
сложный механизм, связанный с гомеостазом 
внутриклеточных катионов K+, Na+, Cl- [8, 9, 16], 
а также концентрацией цитозольного Са2+, 
запускающего полифосфатидилинозитный цикл 
[1]. Ионная основа регуляции объема в условиях 
гипотонии лучше всего изучена на эритроцитах 
[7] и лимфоидных клетках [18]. Показано, что 
осморегуляторные реакции клеток 
контролируются посредством гормонов, 
модулирующих работу ионных транспортеров с 
помощью универсальных регуляторных 
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внутриклеточных сигнальных путей – 
аденилатциклазного [14] и Са2+--сигнального [3, 
15]. Физиологический механизм, регулирующий 
мембранное натяжение во время осмотического 
стресса, направлен на использование клетками 
дополнительных мембранных структур, часть из 
которых представлена запасами плазмалеммы 
[10], а другая – внутриклеточным мембранным 
резервом [13]. Кроме того, изменение объема 
клеток, как правило, связано с трансформацией 
структуры ядра [12]. Однако на сегодняшний 
день практически не изучена кинетика 
осморегуляторных реакций ядра в ответ на 
снижение осмолярности среды. 
Целью выполненного исследования было 
изучение динамики осморегуляторных реакций 
эритроцитов лягушек при изменении жесткости 
клеточной поверхности в нагрузочных тестах in 
vitro. 
Материалы и методы исследования 
Эксперименты выполнены на эритроцитах 
половозрелых самцов лягушек Rana ridibunda 
Pall (200 особей). Опыты проведены в период 
физиологического анабиоза (январь-февраль), 
животных содержали при температуре +2 - +30 С, 
в стеклянных садках, наполненных водой на  
3-5 см, воду меняли ежедневно. Исследование 
выполнены с соблюдением всех требований 
Хельсинкской декларации по гуманному 
обращению с животными [5] и директивами 
Совета Европейского Сообщества по защите 
животных, используемых в экспериментальных и 
других научных целях.  
Кровь брали путем пункции сердца. 
Стабилизацию крови проводили гепарином  
(5 Ед/мл). Использование бассейнов 
поверхностных и внутриклеточных запасов 
мембранного материала изучали на модели осмо-
ионной регуляции объема клеток. Выполнено три 
серии экспериментов. В первой серии изучали 
осморегуляторные реакции эритроцитов лягушек 
в условиях гипотонической нагрузки, во второй и 
третьей – участие элементов аденилатциклазных 
и кальциевых сигнальных путей в механизмах 
осморегуляторных реакций.  
Гипотоническую нагрузку проводили по 
следующей схеме: 1 мл суспензии эритроцитов, 
полученный путем центрифугирования, делили 
на три пробы по 10 мкл в каждой. К первой пробе 
добавляли 50 мкл аутологичной плазмы, ко 
второй – 50 мкл гипотонического (0,2% NaCl), к 
третьей – 50 мкл изотонического раствора (0,65% 
NaCl) хлорида натрия. Формировали 
однослойные суспензионные препараты из 
каждой пробы, в которых через каждые 30 с в 
течение 10 минут, а затем дополнительно через 
каждые 15, 30 и 60 мин регистрировали 
изображения эритроцитов с помощью комплекса 
аппаратно-программной визуализации 
морфологических препаратов, анализа и 
регистрации оптических и морфологических 
показателей «ВидеоТесТ» (Санкт-Петербург, 
регистрационное удостоверение № 
29/20010702/6102-04 от 16.02. 2004 г.). На 
полученных изображениях измеряли габаритные 
размеры 100 клеток и их ядер. По измеренным 
габаритным размерам вычисляли значения 
морфометрических индексов. Об 
осморегуляторных реакциях клеток судили по 
показателю использования ими запасов 
мембранного резерва [4]: 
  
где MR – относительный мембранный резерв 
(мкм-1); 
Sуг – площадь поверхности клеток/ядер в 
умеренно-гипотоническом растворе NaCl (мкм2),  
Sp – площадь поверхности клеток/ядер в 
аутологичной плазме (мкм2), 
Vp – объем клеток/ядер в аутологичной плазме 
(мкм3). 
 
Интенсивность использования 
относительного мембранного резерва клетками в 
гипотонической среде оценивали, вычисляя 
процент относительного мембранного резерва, 
используемого клеткой от потенциального 
относительного мембранного резерва эритроцита, 
помещенного в аутологичную плазму, 
принимаемого за 100%. Потенциальный 
относительный мембранный резерв эритроцита в 
аутологичной плазме рассчитывали как отношение 
площади поверхности клетки к ее объему.  
С целью изучения взаимосвязи между 
жесткостью клеточной поверхности и 
интенсивностью использования клеткой 
мембранного резерва в нагрузочных тестах в 
проведенном исследовании использован метод 
функциональных нагрузок, включающий 
инкубацию клеточных суспензий с адреналином и 
хлоридом кальция. Адреналиновую нагрузку 
осуществляли путем инкубации 30 мкл клеточной 
суспензии в 150 мкл среды Хенкса, содержащей 
10
-9ммоль/л адреналина в течение 15 мин при 
комнатной температуре. Кальциевую нагрузку 
моделировали путем инкубации 30 мкл клеточной 
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суспензии в 150 мкл среды Хенкса, содержащей 
10
-6
 ммоль/л Са2+ в течение 15 мин при комнатной 
температуре. По окончании времени воздействия 
функциональных нагрузок, пробы 
центрифугировали, 5 мин при 1500 об/мин, 
надосадочную жидкость убирали, клеточные 
суспензии подвергали гипоосмотической 
нагрузке как описано выше.  
Исследование упруго-эластических 
свойств эритроцитов в условиях 
гипоосмотической и функциональных нагрузок 
выполнены с использованием метода силовой 
спектроскопии (эластография), с помощью 
которого измеряли модуль Юнга, согласно 
методике описанной в более ранних работах [2].  
Полученные экспериментальные данные 
обработаны методом вариационной статистики. 
Экспериментальные данные представлены в виде 
среднеарифметических значений с их средними 
стандартными ошибками. Достоверность 
различий определяли с использованием t 
критерия Стьюдента. 
Результаты исследования и их 
обсуждение 
В результате проведенных экспериментов 
установлено, что объем эритроцитов лягушек в 
гипотонической среде был снижен по сравнению 
с объемом клеток, помещенных в аутологичную 
плазму. В гипотонической среде клетка не 
использовала резервы плазмалеммы в реакциях 
регуляции объема, в отличие от ядра, которое 
интенсивно включалось в осморегуляторные 
реакции. На 270 секунде инкубации ядро 
использовало ≈55% мембранного резерва, а к 
концу инкубации (1800 секунда) ≈89% резерва 
(рис. 1). 
 
 
 
Рис. 1. Относительный мембранный резерв, используемый ядром эритроцитов в гипотонической среде 
 
Fig. 1. Relative membrane reserve utilized by the erythrocytes nucleus  in hypotonic medium 
 
Под влиянием адреналиновой нагрузки 
эритроциты теряли эллипсоидную форму, объем 
их увеличился Жесткость эритроцитов под 
влиянием адреналина возросла на 64% (р<0,05; 
табл.). 
 
Таблица  
Особенности рельефа поверхности эритроцитов лягушек под влиянием кальциевой  
и адреналиновой нагрузок 
Table  
The features of relief of surface of frogs’ erythrocytes under the influence of calcium and adrenaline load 
 
Параметр Плазма Адреналин Са2+ 
Модуль Юнга, µРа 2,37 ± 0,15 3,89 ± 0,01* 1,46 ± 0,08* 
Глубина погружения кантилевера, нм 694,92 ± 7,54 209,23 ± 1,50* 1797,98 ± 21,25* 
*- Статистически достоверные различия между значениями в плазме по сравнению со значениями в 
пробах с адреналиновой и кальциевой нагрузками по критерию Стьюдента при р<0.05.  
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Под влиянием адреналиновой нагрузки в 
гипоосмотической среде клетка задействовала на 
поддержание объема около 19% резервных 
структур к концу часовой инкубации. Ядро не 
участвовало в осморегуляторных реакциях.  
В условиях кальциевой нагрузки жесткость 
клеток снизилась на 25% (р<0,05) по сравнению с 
контролем (см. табл. 2). В условиях 
гипоосмотической нагрузки клетки не использовали 
дополнительных мембранных структур в регуляции 
объема. Однако на уровне ядра, было установлено 
использование относительного мембранного 
резерва на 90 секунде воздействия, а затем к концу 
инкубации на 570 секунде в гипотонической среде 
ядро задействовало ≈28% мембранных структур 
(рис. 2). 
В регуляцию объема вовлечены не только 
транспортные системы плазмалеммы, но и 
морфологические образования, представленные 
поверхностным и внутриклеточными бассейнами 
мембранного резерва. Известно, что величина 
доступного для использования мембранного 
резерва зависит от организации сети цитоскелета. 
В частности показано, что нарушение сети 
цитоскелета увеличивает доступный мембранный 
резерв, используемый клетками, в то время как 
увеличение плотности микротрубочек снижает 
размер доступного резерва [17]. Основываясь на 
данном предположении, в проведенном 
исследовании дополнительно выполнено две 
серии экспериментов с кальциевой и 
адреналиновой нагрузкой.  
В условиях адреналиновой нагрузки 
жесткость эритроцитов увеличилась примерно в 
1.6 раза, при этом в тестах с осмотической 
нагрузкой в начале инкубации клетки 
использовали не более 1% дополнительных 
мембранных структур в регуляции объема. 
 
 
Рис. 2. Относительный мембранный резерв, используемый ядром эритроцитов в гипотонической среде 
 под влиянием кальциевой нагрузки. 
 
Fig. 2. Relative membrane reserve utilized by the erythrocytes nucleus in hypotonic medium under the influence  
of calcium load 
 
Под влиянием Са2+-нагрузки жесткость 
клеток снизилась, при этом клетки также не 
использовали в регуляции объема структуры 
мембранного резерва при проведении 
осмотических тестов. Не исключено, ионы Са2+ 
запуская полимеризацию актина [11], 
увеличивают плотность расположения 
микротрубочек, что ограничивает использование 
клетками поверхностного мембранного бассейна 
в процессах регуляции объема при снижении 
осмолярности среды.  
Ядро активно привлекает в регуляцию своего 
объема мембранные резервы в условиях 
гипотонии как без нагрузки, так и под влиянием 
ионов Са2+, однако при инкубации с адреналином 
осморегуляторные реакции на уровне ядра не 
выявлены. 
Заключение 
Таким образом, установленное, в 
проведенном исследовании, уменьшение объема 
эритроцитов лягушек в гипотонической среде, 
согласуется с данными представленными в 
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литературе. В состоянии физиологического 
анабиоза в эритроцитах лягушек сохраняется 
высокая активность Na+-K+-насоса [6] и 
снижается выход K+ , который играет ключевую 
роль в механизмах регуляторного сокращения 
объема [19]. В эритроцитах лягушек зависимость 
между жесткостью клетки и интенсивностью 
использования ею мембранного резерва в 
механизмах регуляции объема не выявлена. 
Увеличение жесткости клетки под влиянием 
адреналина сопровождается уменьшением объема 
клеток в гипотонической среде и отсутствием 
реакций регуляции объема со стороны ядра, при 
этом клетка использовала около 19% резерва к 
концу нагрузки. Снижение жесткости 
эритроцитов под влиянием кальциевой нагрузки, 
сопровождается уменьшением объема клетки в 
гипотонической среде, при этом ядро задействует 
≈29% резервных структур в регуляции объема. 
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